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研究成果の概要（和文）：水疱性類天疱瘡の水疱形成には補体を介した炎症が必須とされたが、必ずしも必要な
条件ではないことをこれまでに示した。しかし、補体が自己抗体の定常領域に結合することで自己抗原BP180の
細胞内への取り込みが促進されることを証明した。この際、最初に結合する補体C1qは、自己抗体刺激によりケ
ラチノサイトも産生することが示された。つまり、自己抗体により自己抗原の減少と同時に補体C1qの産生が生
じてそれがさらにBP180の細胞内への取り込みを促進するということが水疱形成に重要であることが示唆され
た。補体を介した炎症は、病気の重症化に関与するが水疱形成には必須ではないと考えられる結果である。

研究成果の概要（英文）：The inflammation caused by complement is thought to be essential for the 
blistering mechanism of bullous pemphigoid. However, we have previously shown the complement 
independent blstering mechanism. At this study, we found that C1q which is a component of comlement 
systems enhaces the endocytosis of BP180 after binding BP-IgG to BP180 using cell culture system. In
 additon, keratinocytes stimulated with BP-IgG produced C1q from from keratinocytes and enhaced the 
endocytosis of BP180. Based on these results, we think that the complement may directly modulate the
 pathogenicity of BP-IgG autoantibody. In addition, complement ennhance the severity of buloous 
pemphigid though the inflammation. 

研究分野： 皮膚科

キーワード： 水疱性類天疱瘡　17型コラーゲン　補体　自己抗体　Fc結合タンパク
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水疱性類天疱瘡の治療は、根本原因となる自己抗体を減らすことを目的とした治療戦略が主体である。今回の研
究成果は、単なる免疫抑制による自己抗体の抑制のみでなく補体を治療ターゲットとした新たな治療選択肢の可
能性が広がる。免疫抑制治療は、しっかり使うことで有効性は期待できるが副作用も比較的多い治療である。補
体などFc結合タンパクによる抗体の性質変化を抑制する治療法は新しい治療ターゲットとなりうる可能性があ
り、副作用も軽減できることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
水疱性類天疱瘡（以下、BP）の水疱形成の機序は、補体を介した炎症が中心であると長らく

考えられてきた。しかし、代表者らは自己抗原の枯渇こそが水疱形成の根幹であると報告した。

その際、自己抗体の病原性を評価する手法として、

自己抗体刺激による培養細胞における自己抗原

（COL17）が減少・枯渇する Depletion Assay を報

告した（図 1、Iwata H, et al. J Invest Dermatol, 

2009）。さらに、本手法を用いて、治療法の一つで

ある大量ガンマグロブリン療法の作用機序の一つ

が中和抗体（イディオタイプ抗体：抗体の可変領域

に 対 す る 抗 体 ） で あ る こ と を 明 ら か に し た

（Kamaguchi M, Iwata H, et al. Front Immunol, 2018）。 

中和抗体による治療的作用を発見した際に、抗体の定常領域（Fc 領域）に対する抗体も同様

の作用があるのではないかと推察した。しかし、われわれの予想に反して Depletion assay を行

う際に Fc 領域に対する抗体を添加したところ、著しく自己抗原の枯渇が促進される事実を発見

した（図 2）。補体は、いくつかの分子がカスケード

を経て活性化して機能を発揮する。中でも古典経路

の活性化は、C1q が抗体の Fc 領域に結合してカス

ケードが開始される。つまり、補体は Fc 領域に結合

して自己抗原の枯渇にも大きく関与して水疱形成に

関与するのではないかという仮説を立てた。本研究

は、この新たな水疱形成の機序を証明するために発

案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、補体が炎症以外の働きにより自己免疫疾患の病態に関与している可能性を

検証する。補体は、炎症に関与する免疫分子であると認識されてきた。本研究は、これまでに報

告のない補体の新たな働きの可能性について解明する独創的な研究である。本研究成果は、リウ

マチなど自己免疫疾患全般における「補体＝炎症」という病態の理解を大きく変える可能性があ

る。新たな病態・機能の解明により、分子標的治療による補体をターゲットとする治療法の開発

を目指す研究である。 
 
３．研究の方法 
培養細胞に BP-IgG 刺激を加えると自己抗原が細胞

内に取り込まれて分解減少する Depletion assay

は、申請者が確立した手技でありこれを応用して行

う。以前当教室で報告した病原抗体産生 B細胞クロ

ーンの抗体の可変領域の遺伝子配列（Li Q, et al. 

J Immunol, 2010）をもとに、遺伝子改変技術を用

いてヒト IgG1/IgG4 とマウス IgG1/IgG2a の mAb を

HEK293 細胞で一過性発現にて作成する（図 3） 

図 2 抗原枯渇の促進効果 

図 1 自己抗原の枯渇 

図 3 mAb 作成手順 



我々が保有する非病原抗体とされる BP180-C 末端を認識する mAb（C17-C1）の可変領域の遺伝子

配列を決定し、同様にヒト化した mAb を作成する。遺伝子改変技術が必要な理由は、抗体はアイ

ソタイプやサブクラスにより補体活性化能が異なるためである。樹立した mAb を用いて、BP-IgG

と共に C1q 刺激をした場合に抗原の枯渇が促進するか検証する。 

培養細胞に対して BP-IgG 刺激を行い、補体 C1q の発現の変化をウエスタンブロットおよび定量

的 PCR 法にて検証する。 

Depletion assay で BP180 の減少が

認めるのは NC16A 抗体のみであるた

め、NC16A 領域の重要性を検証するた

め、抗体結合部位（エピトープ）の

Swapping タンパクを発現する細胞を

CRISPR-Cas9 遺伝子改変技術用いて

作成して上記同様に検証する（図 4）。 

 
４．研究成果 

（1）BP180-NC16A mAb 作成 

過去の患者抗体から作成された不死化 B細

胞クローンの可変領域シークエンスをも

とに重鎖および軽鎖のベクターを作成し

て HEK293 細胞にて一過性発現させた。こ

の際、重鎖は IgG1 と IgG4 を作成した。い

ずれも皮膚基底膜を認識する抗体であり、

IgG1/IgG4 の染色にて明確に識別された。さ

らに、補体結合能は IgG1 のみに認めた（図 5）。これらは、大量精製を行い ProteinG カラムに

よる精製を試みたが、今のところ濃縮はできていない。 

 

（2）BP180-C 末 mAb 作成 

上記同様に、我々の保有する BP180-C 末ハイブリドーマから可変領域のシークエンスを行った。

興味深いことに重鎖、軽鎖ともに複数の配列が検出された。それぞれの配列に対して同様にベク

ターを作成して発現を誘導したところ、重鎖および軽鎖の単独では発現が見られるものの共発

現させると軽鎖が発現しなかった。こちらは、定常領域の配列を入れ替えてベクターの作成を行

って解決を図っている。 

また、DPP4 阻害薬関連類天疱瘡患者から Phage display 法で non-NC16A 抗体の作成を試みてい

る。 

 

（3）C1q 結合阻害実験 

上記で作成した mAb に対して C1q の結合を阻害するペプチドを作成した。 

C1q-b1: CEGPFGPRHDLTFCW 

C1q-b2: FPLRAPTFFVRRTIG 

C1q-b1 は結合阻害能を有する

が、C1q-b2 は阻害能を有さな

い（図 6）。 

図 4 Swapping BP180 発現細胞の樹立 

図 5 BP180-NC16A mAb 

図 6 ブロッキングペプチドによる阻害実験 



（4）ケラチノサイトからの C1q 産生 

ケラチノサイトに対して BP180 抗体刺激を加えて C1q の産生を定量的 PCR およびウエスタンブ

ロット法にて検出した。コントロ

ールの正常 IgG 刺激と比べて

NC16A の抗体で mRNA 発現の上昇

（図 7 左）とともに、タンパク量

の増加を検出した（図 7 右）。 

 

 

 

（5）NC16A ドメインの入れ替えタンパク発現細胞の樹立 

BP180 の Depletion は NC16A 抗体依存性に生じるため、アミノ酸配列の重要性あるいいは部位の

重要性を検証するために 3B6 のエピトープを C 末端に移動した BP180 のベクターを作成した。

Ker-CT（不死化ケラチノサイト）を CRISPR-Cas9 で BP180 をノックアウトしたのち、作成したベ

クターをレンチウイルスベクターにて移入して変異細胞を作成した。 

これらは、野生型細胞

と同様に BP180 は３本

鎖を形成して、NC16A 抗

体（TS39-3）により

Depletion も生じるこ

とが証明された。 

 
 
 

図 7 C1q qPCR (左)  ウエスタンブロット（右） 

図 8 Swapping BP180 3 本差（左） Depletion （右） 
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